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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar qualitativamente ¢ quantitativamente o efeito de
dois lasers, com diferentes comprimentos de onda, no processo inflamatdrio indu-
zido por ferida cirrgica na regido dorsal de ratos. Foram utilizados 18 ratos Rattus
novergicus, machos, pesando entre 200 e 250g, nos quais foi realizada uma incisao
cirargica de 0,5cm de extensdo. Apos a incisdo, o Grupo I (n=6) foi submetido a
irradiacdo de forma puntiforme com laser de AsGa-Al ECCO Fibras® (Ecco Fibras
opticas e Dispositivos Ltda.), S0mW de poténcia, comprimento de onda de 660 nm,
distancia focal de 1cm e densidade energética de 3J/cm?. O Grupo II (n=6) foi irra-
diado com laser AsGa VISION® (Laser-und Medizin-Technologie, Berlin) com pro-
gramagdo para laserterapia de baixa intensidade, poténcia de 4W/cm?, comprimento
de onda 980nn, distancia focal de 1cm e densidade energética de 12J/cm?. O grupo
IIT ndo foi irradiado pos incisdo cirtrgica. O protocolo de aplicacdo da laserterapia
foi no ato cirargico, 24, 48 horas. O teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis foi
utilizado para a analise estatistica dos resultados (p< 0,05), comparando os grupos
I, IT e III nos tempos 24 ¢ 72 h. Os resultados mostraram reducdo estatisticamente
significante (p=0,0236) para o nimero de macrofagos no Grupo I no periodo de 24h.
O numero de fibroblastos foi significantemente maior (p=0,0067) para o Grupo 111
no periodo de 24h. O Grupo I apresentou quantidade de fibras colagenas do tipo |
significantemente menor (p<0,001) que os demais Grupos no periodo de 24h ¢ o
Grupo III apresentou crescimento significativo dessas fibras em relagdo aos outros
Grupos no periodo de 72h (p<0,001). Com relagdo as fibras colagenas do tipo III,
o Grupo I apresentou aumento significante (p<<0,001) em relag@o aos outros Gru-
pos no periodo de 24h, porém no de 72h foi o Grupo II que apresentou quantidade
significantemente maior (p<0,001). A laserterapia de baixa intensidade tanto com A
= 660nm, como com A = 980nm, mostrou aspectos macroscopicos € microscopicos
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qualitativos e quantitativos que indicam a atenuacdo do processo inflamatorio e
acelerac@o do processo reparativo no modelo experimental utilizado.

Palavras-Chave: Lasers. Inflamacdo. Fibroblastos. Fibrocitos. Macrofagos. Neu-
trofilos. Colageno.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate qualitatively and quantitatively the effect of two
lasers with different wavelengths in the inflammatory process induced by surgical
wounds in the dorsal region of rats. For the study, 18 Rattus norvegicus male rats
weighing between 200 and 250g were used; each rat suffered a surgical incision of
0.5 cm in length. After the incision, Group I (n = 6) was subjected to irradiation with
a punctiform laser GaAs-Al ECCO ® fibers (optical fibers and devices Ecco Ltda.)
50mW of power, wavelength of 660 nm, distance 1cm and focal energy density 3J/
cm?2. Group II (n = 6) was irradiated with GaAs VISION ® (Laser-und Medizin-
Technologie, Berlin) programmed for low-intensity laser therapy, power 4W/cm2,
980nn wavelength, focal length and density of 1cm 12J/cm2 of energy. The third
group was not irradiated after the surgical incision. The protocol for the application
of laser therapy was in surgery, 24 hours, 48 hours. The non-parametric Kruskal-
Wallis test was used for statistical analysis (p <0.05) comparing groups I, II and
III after 24 and 72 hours. The results showed a statistically significant reduction
(p =0.0236) in the number of macrophages in Group I in the 24-hour period. The
number of fibroblasts was significant higher (p=0,0067) in Group III in the 24-hour
period. Group I presented a smaller amount of collagen type I significantly lower
(p <0.001) than the other groups in the 24-hour period and, Group III showed a
significant growth of these fibers in relation to the other groups in the period of 72
hours (p <0.001). With respect to collagen type III, Group I showed a significant
increase (p <0.001) compared with the other groups in the 24-hour period, but in
the 72-hour period, Group II showed a significant greater amount (p <0.001). Low-
intensity laser therapy with both A = 660nm and A = 980nm showed macroscopic
and microscopic as well as qualitative and quantitative aspects that indicate the
attenuation of the inflammatory process and the acceleration of the repair process
in this experimental model.

Keywords: Lasers. Inflammation. Fibroblasts. Fibrocytes. Macrophages. Neutrophils.
Collagen.

Introducio

A inflamacao ¢ uma seqiiéncia complexa de
eventos celulares que objetiva o restabelecimento
das condi¢des homeostaticas anteriores a lesao.
Os fendmenos celulares envolvem alteragdes he-
modinamicas de fluxo e permeabilidade vascular;
ativagdo e transmigracao de leucocitos que desem-
penham papel central no processo com producao
de fatores soluveis, realizagao de fagocitose desen-
cadeando a resposta imunolégica. Entre os fatores
soluveis produzidos pelos leucocitos encontramos
aqueles responsaveis pela multiplicagao celular que

¢ imprescindivel para o retorno a condigdo anterior
a lesdo, ou seja, o processo de reparacao.

Embora separados temporalmente, a inflama-
¢do e areparagao sao fendmenos indissociaveis, que
se influenciam mutuamente. A terapéutica moderna
dispde de um grande arsenal para a modulagdo
do processo inflamatorio, entre os mais recentes,
podemos citar a laserterapia de baixa intensidade.

A acdo terapéutica da energia do laser baseia-
-se nas propriedades da interacdo com os tecidos.
Dependendo do comprimento de onda da luz emiti-
da a absorgao especifica da energia depositada pode
ativar estruturas intra ou extracelulares.
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As primeiras aplicagdes de laser de baixa in-
tensidade na modulagdo de processo inflamatorio/
reparatorio datam da década de 60 com os relatos
clinicos de Mester et al. (1968). Evidéncias clinicas
apontam para uma melhora significativa em alguns
sinais e sintomas do processo inflamatorio com
reducdo de dor e edema, além da aceleragdo do pro-
cesso reparatorio como um todo. (MEYERS, 1990).

A terapia com laser também ¢ apontada, em
modelos experimentais, como agente redutor do vo-
lume de edema no processo inflamatério em tecidos
irradiados, além de promover efeitos analgésicos
pela inibicdo da sensibilizagdo dos nocireptores,
envolvendo mediadores hiperalgésicos ao invés
de receptores opiodides periféricos (FERREIRA et
al., 2005).

No que concerne a reparagdo, a laserterapia
tem sido utilizada na clinica com grande eficacia
no controle lesdes traumaticas em individuos com
grande espasticidade em musculatura mastigatoria
(MOREIRA et al., 2004) e ulceras em pés de dia-
béticos (MAIYA; KUMAR; RAO, 2005).

O emprego da laserterapia de baixa intensi-
dade, ou terapia com luz monocromatica de diodos,
tem se tornado popular e vem sendo utilizado em
varias condi¢des clinicas, incluindo a promogao de
reparacao de feridas (NUNEZ et al., 2004). Esse
processo ¢ positivamente afetado quando os para-
metros da laserterapia sdo corretamente utilizados
(DO NASCIMENTO et al., 2004).

A liberagao de fatores de crescimento dos
fibroblastos pode acelerar a reparacao tecidual
facilitando o processo reparacional, quando a irra-
diacao com laser ¢ feita em comprimentos de onda
adequados (MAIYA; KUMAR; RAO, 2005).

A proliferagao das células endoteliais ¢ im-
portante no processo de reparagao tecidual e a irra-
diacao nos tecidos com laser de baixa intensidade
influéncia a proliferacao dessas células, contribuin-
do para o aumento da angiogénese € conseqiiente
aporte sanguineo, acelerando o processo reparativo
(SCHINDL et al., 2003).

Dentre os efeitos também observados pela
estimulacdo da irradiacdo com laser sobre os te-
cidos lesados, encontra-se a ativagdo dos canais
ATP-sensitivos, promovendo facilitagdo dos efeitos
reparativos (KOLPAKOVA et al., 2003).

O efeito da laserterapia na fase inicial da
reparagdo atua aumentando a atividade fagocitaria
dos macréfagos, facilitando e estabelecendo condi-
¢des necessarias para o inicio da fase proliferativa
(WALSH, 1997).

Objetivo

O objetivo deste estudo foi avaliar qualitati-
vamente e quantitativamente o efeito de dois lasers,
com diferentes comprimentos de onda, no processo
inflamatorio induzido por ferida cirargica na regiao
dorsal de ratos.

Metodologia

Ap0s a aprovagao do protocolo deste estudo
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Cruzeiro do Sul (CEP 058/05), foram utilizados 18
Rattus novergicus, machos, pesando entre 200 e
250g fornecidos pelo biotério da UNICSUL, onde
foram mantidos em regime de claro/escuro a livre
curso ¢ alimentagao ad libitum.

Os animais foram divididos em 3 grupos de
6 animais aleatoriamente.

Grupo I — Os animais foram anestesiados
com 0,4ml de solug¢do de Francotar® (Agribrands
do Brasil Ltda) e Rompun® (Agribrands do Brasil
Ltda) 1:1 por 100g peso animal, por via intramus-
cular, seguindo-se tricotomia na regido dorsal dos
animais, e imediatamente apds, foi realizada uma
incisdo de 0,5 cm com lamina de bisturi numero 15
(Med blade®). Em seguida, foi feita a irradia¢do
de forma puntiforme com laser de AsGa ECCO
Fibras® (Ecco Fibras Opticas e Dispositivos Ltda.),
50mW de poténcia, comprimento de onda de 660
nm, distancia focal de 1cm e densidade energética
de 3J/cm?. O protocolo terapéutico foi imediato, 24
e 48 horas apos a lesdo.

Grupo II — Os animais foram submetidos a
mesma seqiiéncia de procedimentos que o Grupo
I, com excecdo ao comprimento de onda e marca
comercial do laser InGa VISION® (Laser-und
Medizin-Technologie, Berlin) com programacao
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para laserterapia de baixa intensidade, poténcia de
4W/cm?, comprimento de onda 980nn, distancia
focal de 1cm e densidade energética de 12J/cm?. Foi
realizado o mesmo regime protocolo terapéutico.

Grupo III - Os animais foram submetidos a
mesma seqiiéncia que os Grupos I e II, entretanto
ndo foram irradiados. Este foi considerado como
Grupo Controle.

Todos os animais foram acomodados em
gaiolas individuais, em temperatura ambiente (cerca
de 25°C).

Depois de completada a seqiiéncia experi-
mental proposta, trés animais de cada grupo foram
anestesiados com doses letais dos mesmos anesté-
sicos ja citados, e sacrificados em 24h. Os outros
nove animais foram sacrificados em 72h apos a
lesdo cirtrgica.

A seguir, foram extraidos os tecidos onde fo-
ram feitas as lesdes e a laserterapia. As pegas assim
obtidas foram fixadas em solugdo de formol a 4%
durante 24 horas, sendo posteriormente desidrata-
das, diafanizadas e incluidas em parafina, orientadas
de tal forma, a permitir cortes no sentido paralelo
ao longo eixo da ferida cirtrgica, sendo feitas trés
laminas para cada animal.

Foram realizados cortes semi-seriados com
Sum de espessura. A contagem dos tipos celulares
(neutrofilos, macrofagos, fibroblastos e fibrdcitos),
bem como a quantificagdao das fibras de colageno
(tipo I e III) foi realizada com um disco de integra-
¢do de 100 pontos, acoplado a ocular de 12,5 x de
aumento e usando objetiva de 100 x de aumento
(imersao). Foram contados 5 campos microscopi-
cos de cada corte dos existentes em cada lamina,
corados em Hematoxilina e Eosina (H.E.)

O teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis
foi utilizado para a analise estatistica dos resulta-
dos (p< 0,05), comparando os grupos I, I e III nos
tempos 24 e 72 h.

Resultados

A analise dos cortes histologicos mostrou di-
ferencas marcantes nas caracteristicas do processo
inflamatorio/reparativo dos diferentes grupos.

Analise qualitativa do processo
inflamatorio/reparativo

A andlise das caracteristicas macroscopicas
evolutivas do processo inflamatdrio/reparativo mos-
trou nos grupos submetidos a laserterapia (Grupos
I e IT) atenuacdo dos sinais inflamatdrios relativos
a menor edema e rubor, bem como aproximacao
maior e mais rapida das bordas da ferida em relagao
ao Grupo Controle.

A analise dos cortes histologicos de 24h do
Grupo III mostrou que o epitélio apresentava deis-
céncia com a presenga de um coagulo bem evidente
cercado por células inflamatdrias. Situagdo seme-
lhante foi observada nos demais grupos, sendo que,
no Grupo II o infiltrado inflamatorio peri-coagulo
apresentava-se bastante exuberante.

A andlise das ldminas de 72h mostrou um
quadro diverso. No Grupo Controle pode-se ob-
servar ainda a presenga da deiscéncia epitelial e
o coagulo interposto, porém, as bordas do tecido
epitelial estavam dilatadas, com grande quantidade
de células, sendo que algumas ja se projetavam por
baixo do codgulo em dire¢ao a extremidade oposta.

No Grupo I o tecido epitelial ja havia alcanga-
do o lado oposto, ndo havendo deiscéncia. O epitélio
apresentava 3 ou 4 camadas de células, com uma
definicao bastante clara do estrato basal. Também
era freqiiente a observagado de figuras de mitose.

No grupo II o tecido epitelial também havia
alcangado o lado oposto, porém, apresentava algu-
mas regides de adelgagamento com somente 1 ou 2
camadas de células sem defini¢ao clara dos estratos.

Analise quantitativa do processo
inflamatorio/reparativo

O namero de neutrofilos dos Grupos I, 11
e III ndo apresentou diferenca estatisticamente
significante nos periodos de 24 (p=0,9874) e 72h
(p=0,1856). (Grafico 1).
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Grifico 1 - Contagem de neutrofilos nos Grupos I (Ecco),
IT (Vision) e III (Controle) apos laserterapia de
baixa intensidade em 24 ¢ 72h.

24 horas

Momento

@ Controle m Eco O Vison ‘

Entretanto o nimero de macrofagos apresen-
tou reducao estatisticamente significante (p=0,0236)
para o Grupo I (Ecco) em relacdo ao Grupo II
(Vision) no periodo de 24h. Para o periodo de 72h
ndo houve diferenga significante entre os grupos
(p=0,0617). (Grafico 2).

Grifico 2 - Contagem de macrofagos nos Grupos I (Ecco),
II (Vision) e III (Controle) apos laserterapia de
baixa intensidade em 24 e 72h.

24 horas

‘ @ Controle m Eco O Vison ‘

O numero de fibroblastos mostrou-se sig-
nificativamente maior no Grupo III (Controle)
em relacdo ao Grupo I (Ecco) no periodo de 24h
(p=0,0067); ja para o periodo de 72h ndo houve
diferenca estatistica (p=0,0580) entre os grupos.
(Grafico 3).

Grifico 3 - Contagem de fibroblastos nos Grupos I (Ecco),
IT (Vision) e III (Controle) apds laserterapia de
baixa intensidade em 24 ¢ 72h.

24 horas

Momento

‘l Controle B Eco O Vison ‘

Os resultados ndo mostraram diferenca signi-
ficante para o niimero de fibrocitos entre os grupos
nos periodos de 24 (p=0,0632) e 72h (p=0,3920)
(Grafico 4).

Grifico 4 - Contagem de fibrdcitos nos Grupos I (Ecco), 11
(Vision) e III (Controle) apds laserterapia de
baixa intensidade em 24 e72h.

24 horas

Momento

‘l Controle B Eco O Vison ‘

Entretanto o Grupo I (Eco) apresentou quanti-
dade de fibras colagenas do tipo I significantemente
menor comparado aos demais Grupos no periodo de
24h (p<0,001). J& para o periodo de 72h, o Grupo
IIT (Controle) apresentou um crescimento signifi-
cativo destas fibras, em relacdo aos demais grupos
(p<0,001). (Grafico 5).
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Grafico 5 - Quantificacdo das fibras de colageno I nos
grupos I (Ecco), I (Vision) e III (Controle) apos
laserterapia de baixa intensidade em 24 ¢ 72h.

24 horas

Momento

‘l Controle m Eco O Vison ‘

Para as fibras colagenas do tipo Il o Grupo I
(Ecco) apresentou nimero significativamente maior
em relacdo aos demais Grupos no periodo de 24h
(p<0,001). No periodo de 72h foi o Grupo II (Vi-
sion) que apresentou quantidade significativamente
maior que os demais (p<0,001). (Grafico 6).

Grafico 6 - Quantificacdo das fibras de colageno III nos
Grupos I (Ecco), I (Vision) e III (Controle) ap6s
laserterapia de baixa intensidade em 24 e 72h.

24 horas 72 horas

Momento

B Controle @ Eco O Vison

Discussao

A laserterapia de baixa intensidade ¢ consi-
derada um importante agente terapéutico coadju-
vante no alivio dos sintomas pos-operatorios € na
otimizacao dos processos reparativos subseqiientes.

Entretanto, para alcancar este fim ¢ impor-
tante a observacao dos corretos regimes terapéuticos

e da dosimetria, como apontado por do Nascimento
et al. (2004).

Os parametros para laserterapia sdo impor-
tantes a ponto de serem apontados como o princi-
pal agente causador de descrédito na comunidade
médica, uma vez que, a inobservancia destes leva
a ineficacia da laserterapia, como apontado na
meta-andlise da literatura realizada por Lucas et
al. (2002).

Evidéncias sobre o efeito modulatdrio da la-
serterapia de baixa intensidade em varios aspectos
da inflamac¢do, como edema, dor, permeabilidade
vascular e peso do granuloma; podem ser encon-
tradas na literatura (HONMURA et al.,1992; FER-
REIRA et al., 2005).

Estudos in vitro mostram que a laserterapia
pode modular a estrutura e a fun¢do dos macrofagos,
apontando uma potenciali¢do da atividade fagoci-
taria (KLEBANOV; POLTANOV; VLADIMIROYV,
2003; DUBE; BANSAL; GUPTA, 2003). Nossos
resultados mostram uma significativa diminuigao
do numero de macrdofagos nas primeiras 24h apos
laserterapia com 660nm, o que ¢ consistente com
a constatacdo clinica de atenuacdo da inflamacao.
Achado semelhante foi relatado por Bayat et al.
(2005). Além disso, Sakurai, Yamaguchi e Abiko
(2000) descreveram uma diminui¢do da producao
de prostaglandina E2 ap6s laserterapia com laser de
AsGa-Al, o que também aponta para a atenuagao
da inflamagao observada na clinica.

A literatura € bastante rica no que concerne
a aceleracdo do processo reparativo (BYRNES et
al.,2004; PESSOA etal., 2004; MAIYA; KUMAR;
RAOQO, 2005). Os estudos in vitro corroboram estes
achados mostrando estimulo a proliferacdo dos fi-
broblastos (WEBB; DYSON, 2003). Assim, nossos
achados relativos ao aumento do ntimero de fibro-
blastos, apds laserterapia com 660nm, nas primeiras
24h estao de acordo com a literatura.

No tocante a producdo de coldgeno Yama-
moto et al. (1996) e Pugliese et al. (2003) apontam
um aumento na sintese de coladgeno e elastina apos
laserterapia de baixa intensidade. Ja Pereira et
al. (2002) relatam a ineficdcia da laserterapia no
estimulo a sintese de colageno. Embora tenhamos
analisado o periodo de 24 e 72h, que ndo € o auge
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do processo reparativo, nossos resultados sdo ainda
contrarios aos descritos na literatura mostrando
diminuicdo da quantidade de fibras colagenas do
tipo I.

A literatura ndo apresenta qualquer relato
sobre as fibras colagenas do tipo III, contudo, ¢
importante ressaltar que este tipo de coldgeno pre-
domina no tecido de granulagdo, que ¢ o primeiro
passo no processo reparativo.

O estudo histomorfométrico de Damante et
al (2004) realizado em gengiva de humanos nao
demonstrou diferenca estatisticamente significante
nos varios tipos celulares considerados, porém, a
quantificacdo foi realizada em 7, 14, 21 e 60 dias
apos gengivoplastia.

No que concerne a comparagao dos resultados
obtidos com os dois diferentes tipos de laser utili-
zados, a primeira consideracdo deve ser feita em
relacdo aos comprimentos de onda de cada aparelho:
o Ecco Fibras (Grupo I) opera com A = 660nm e o
Vision Medizin (Grupo II) opera com A = 980nm.

A faixa de comprimento que abrange o verme-
lho até o infravermelho préximo (619 a 860nm) € a
mais utilizada em laserterapia de baixa intensidade,
esta selecdo esta basecada nos extensos trabalhos
de Karu (1999), Karu, Piatibrat e Kalendo (1999),
Karu (2004), Karu, Pyatibrat e, Afanasyeva (2005)
e Karu e Kolyakov (2005) que demonstraram que
em alguns picos desta faixa se encontram-se os
efeitos celulares mais evidentes, como a absor¢ao da
energia pelas células, alteragao da sintese de DNA e
RNA, alteragdo da cinética de alguns transportado-
res de membrana e alteragao do potencial oxidativo
e redutor das mitocondrias, bem como aumento da
producdo de ATP. A teoria vigente sobre o mecanis-
mo de a¢do da laserterapia de baixa intensidade em
nivel celular estd baseada nestes achados.

A energia do laser seria absorvida por molé-
culas especificas, denominadas cromoforos, sendo
que as evidéncias apontam para a enzima citocromo
c oxidase da cadeia respiratoria mitocondrial, desen-
cadeando um desequilibrio do potencial oxidativo/
redutor na referida organela, e aumento da sintese
de ATP, como mostra a Figura 1.

Figura 1 - Esquema de uma célula mostrando o mecanismo
de acdo da laserterapia de baixa itensidade.
Modificado de Karu (1999).
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Por outro lado, poucas informagdes existem
na literatura acerca da utilizacdo e dos mecanismos
da laserterapia de baixa intensidade com A = 880nm.
O tnico relato deve-se a van Breugel e Bar (1992)
que demonstram a absor¢ao deste comprimento de
onda por fibroblastos in vitro.

Nossos resultados mostram um significativo
aumento da produgdo de colageno III no Grupo
irradiado com A = 980nm, em 72h. Podemos supor,
assim, que a absor¢ao deste comprimento de onda
pelos fibroblastos pode desencadear a producao de
colageno tipo III.

Conclusao

Alaserterapia de baixa intensidade tanto com
A=660nm, como com A =980nm, mostrou aspec-
tos macroscopicos e microscopicos qualitativos e
quantitativos que indicam a atenuagao do processo
inflamatorio e aceleragdo do processo reparativo no
modelo experimental utilizado.
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